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(57) Die Effindung betrrfft Mikroorganismen und 
Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, 
L-Cystin, N-Acetyi-Serin oder Thiazoiidindenvaten. 

Der erfindungsgemaGe Mikroorganisme nstamm . 
der zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L- 
Cystin, N- Acetyl -Serin und/oder Thiazolidinderrvaten 
geeignet ist, ist dadurch gekennzeichnet, daS er minde- 
sterts ein Gen kodterend fQr ein Protein, welches direkt 
zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen for den 
Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der Zelle ( 
net ist Qberexprirrriert. 
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Beschreibung 

Die Ertindung betrrfft Mikroorganismen und Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N- 

Acetyl-Serin oder Thiazolidinderivaten. 
5 Die fermentative Herstellung von Aminos&uren ist inzwischen fur viele Aminos&uren Stand der Technik. Es existiert 

bisher jedoch kein wirtschaftfiches fermentatives Verfahren fQr (fie Herstellung von L-Cystein. 

Thiazolidinderivate und die entsprechenden Hemithioketale entstehen aligemein bei der Kondensation von Cystein 

rrtit Ketonen oder Aldehyden. Die chemische Kondensation von Cystein mit verscNedenen Ketonen oder AWehyden, 

insbesondere mit a-Ketosduren, ist schon lange bekannt. Die Kondensation erfblgt Ober das Hemrthioketal als Zwi- 
to schenstufe, das durch den nuWeophil en Angriff des freien Elektronenpaars des Schwefeis am positivierten Kohlenstoff- 

atom der AJdehyd- oder Ketogruppe entsteht. Ein RingschluB urrter Wasserabspaltung fQhrt dann zum entsprechenden 

i niBZOHanosnMER. 

Im folgenden Schema ist die Bildung von Thiazolidinderivaten aligemein dargesteitt: 

is 
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Ri und Rg kOnnen dabei beJiebige organische Reste bedeuten. 

5 Die Edukte stehen somrt Qber das Hemithioketal mit dem Thiazolidindenvat im Gleichgewicht. Daher tommt in 
wa6riger LOsung neben dem Thiazoficfinderivat im allgememen auch das Hemithioketal vor. 

Im Sinne der vorf iegenden Erf indung 1st mit "Ihiazolidinderivaf auch ein Gleichgewicht dieser Substanzen mit dem 
dazugehOrigen Hemithioketal gemeint. 

Thiazolicfine wurden bisher nicht ate direkte Metabdrten von ZeJIen beschriebea Aile Berichte von Thiazolidinbil- 

10 dungen durch Zelten beruhen auf der GbermaBigen externen Zugabe von einem der Edukte, meistens von L-Cystein, 
das dann durch Desutfhydrierung und Desaminierung in Pyruvat umgewandeft wird, welches wiederum mit dem zuge- 
gebenen Cystein reagiert (Ronald C. Simpson et al., Biochimica et Biophysic Acta, 496 (1977), 12-19). Kredich et al. 
beschrieben in J. of Biol. Chem. 248, 17: 6187-6196, die in vitro BiHung von 2-Methyl-2,4-ThiazoWindicarbc>nsaure bet 
einer enzymafechen Desutfhydrierung von L-Cystein, haften jedoch die BiWung dieser Substanz in vivo fur auBerst 

is unwahrscheinlich. 

Es ist bekanrrt, Thtazof idine ais racemische Vorstufen fflr die Herstellung von L-Cystein durch Biotransformation zu 
verwenden (EP-A 0 101 052, Ok Hee Ryu et at., Biotechnology Letters 17 Nr. 3, 275-280 (Marz 1995)). Wenn das 
Racemat zur Herstellung von L-Cystein eingesetzt wird, muB dies durch Enzyme Oder ganze Zelten stereoselektiv zu 
L-Cystein umgewandelt werdert Die verWefoenden Diaster eomere mussen anschiieBend wieder racemisiert warden. 

20 Diese Biotransformation ist aus diesen Grunden mit hohen Kosten belastet 

Die chemische Synthase von ThiazoHdinen aus racemischem Cystein und einem entsprechenden Keton oder 
AJdehyd fohrt zu vier verschiedenen Diastereomerea Eine chemische Synthese aus enarrtiomerenreinem L-Cystein ist 
teuer und zum Zweckder anschlieBenden Gewinnung von L-Cystein urtsirtnig. Daher leidet ein Verfahren zur Herstel- 
lung von TNazotidindiastereomeren, die am C4-Atom die R-Konf iguration aufweisen unter den hohen Kosten der 

25 Edukte. 

Die vofliegende Erfindung betrifft Mikroorganismen die zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N- 
Acetyl-Serin und/oder Thiazolidinderivaten geetgnet sind. 

Ein erf indungsgemaBer Mikroorganismenstamm ist dadurch gekermzeichnet, daB er mindestens ein Gen todie- 
rend fur ein Protein welches drekt zur Ausschleusung von Antibiotika Oder anderen fur den Organismus toxischen Stof- 
30 fen aus der Zeile geeignet ist Oberexprimiert. 

Unter fur den Organismus tcwschen Stoffen Bind im Sinne der Erfindung vorzugsweise Verbindungen zu verste- 
hen, die das Wachstum des Organismus negativ beeinf lussen. Sotehe Verbindungen sind beispielsweise Carbonsau- 
ren Oder Carbonsaurederivate in hohen intrazeOuiaren Korizentrationen. 

Gene, die Proteine kodieren, welche direkt zur Ausschleusung von Antibiotika und anderen toxischen Stoffen aus 
ss der Zeffe geetgnet sind oder die BiWung von sofchen Proteinen veranlassen, warden im folgenden afs Efflux-Gene 
bezeichnet 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung von Efftux-Genen zur verstarkten Expression von Aminosauren 
oder intracellular gebildeten Amir»saurederivaten in der Fe r me n tat io n. 

AJs Efflux-Gen wird im erfindungsgemaBen Mikroorganismus vorzugsweise mindestens ein Gen ausgewahtt aus 
40 der Gruppe mar-Locus (S.P. Cohen et al., Journal of Bacteriology, Mar. 1993, 175: 5, 1484-1492), emr-Locus. acr- 
locus, cmr-Locus (siehe PP. Miner und M.C. Sulavik. Molecular Microbiology (1996) 21 (3), 441-448), mex-Gene (T. 
KOhler et al., Molecular Microbiology (1997) 23(2), 345-354), bmr-Gen (A.A Neyfakh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88: 4781-4785 (1991)), qacA-Gen (J.M. Tennent et al., J. Gen. Microbiol. 135: 1-10 (1989)) Oberexprimiert. 

Bevorzugt werden im erfindungsgemaBen Mikroorganismus aJs Efflux-Gene die des mar-Locus aberexprirrriert 
45 Insbesondere bevorzugt wird im erfindungsgemaBen Mikroorganismus ein Gen Oberexprimiert, das fur ein Protein 
umfassend die Sequertz MSR KDGVLALLW WWGLNFW1 KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ ID: 1) oder eine 
Sequenz mit einer Sequenzhomoiogie zu SEQ ID: 1 grOBer 50 % todiert 

vorzugsweise ist die Sequenzhomoiogie zu SEQ ID: 1 grOBer 75 %, besonders bevorzugt ist die Sequenzhomoio- 
gie zu SEQ. ID. NO: 1 grOBer 90%. 
bo Die Erfindung betrifft somrt auch Gene kodierend fur ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLW 
WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID. NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomoiogie zu 
SEQ. ID. NO: 1 grOBer 50%. 

Die Erfindung betrifft ferner Proteine umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL 
MLAGLRFMLV (SEQ. 10. NO: 1) oder eine Sequenz mrt einer Sequenztomologie zu SEQ ID. NO: 1 grOBer 50 %. 
ss Vorzugsweise ist die Sequenzhomoiogie zu SEQ. ID. NO : 1 grOBer 75%, besonders bevorzugt ist die Sequenzho- 
moiogie zu SEQ. ID. NO: 1 grOBer 90%. 

Beispielsweise kOnnen erfMungsgemaBe Proteine die folgende Sequenz besitzen: 
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1 MKFRG6RNSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 
51 AFPAIFFVAR PKVPLNLLLG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 
101 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 

to 

151 GFMLTLAAAF SWACGNIFNK KIMSHSTRPA VMSLVIWSAL IPIIPFFVAS 
15 201 LILDGSATMI HSLVTIDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 

251 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVLIMTGLY INVFGLRWRK 

20 

301 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 2) 

2S 

Der offene Leserahmen, der for das Protein mrt der Anrunosfluresequenz gemflB SEQ. ID. NO: 2 kodiert, wird im 
fofgenden audi als ORF 306 bezeichnst 

Ein werteres Beisptel for ein erfindungsgem&Bes Protein gibt die folgende Sequenz wieder. 

W 1 MSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 



44 AFPAIFFVAR PKVPLNLLLG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 
40 94 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 

144 GFMLTLAAAF SWACGNIFNK KIMSHSTRPA VMSLVIWSAL IPIIPFFVAS 

45 

194 LILDGSATMI HSLVTIDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 
w 244 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVLIMTGLY INVFGLRWRK 

294 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 3) 

55 

ErfindungsgemaBe Proteine sind auch solche Proteine die eine Aminosfiuresequenz mrt einer Sequenz homologie 
auf Aminosaureebene grOBer ale 50 % zur Aminosfluresequenz gemaB SEQ. ID. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 besitzen. 
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Vorzugsweise ist die Sequenzhomologie der erltndungsgem&Ben Proteine zu SEQ. f 0. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 
grOBer 75 %, besonders bevorzugt ist die Sequenzhomologie zu SEQ. ID. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 grOBer 90%. 

Erf ndungsgemflSe Gene and daher auch solche Gene, die fQr Proteine mil einer Ami nosfluresequenz gemflB 
SEQ. ID. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 Oder eine Aminosauresequenz mit einer Sequenzhomologie auf Aminosaure- 
5 ebene groBer ate 50 %, vorzugsweise 75 %, besonders bevorzugt 90% zur Aminosauresequenz gemft8 SEQ. ID. NO: 
2 Oder SEQ. ID. NO: 3 kodieren. 

In der vorfiegenden Erfindung beziehen sich alle erwahnten Homologiewerte auf Ergebnisse, die mit dem Compu- 
terprogramm "Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin" erhalten war- 
den. Die Homotogiebestimmung erfolgt durch eine Suche in der Datenbank mit dem Unterprogramm "fasta" und den 
to voreingestellten Werten (word size 2). Die ahnltchsten Sequenzen warden dann mit dem Unterprogramm "gap" auf 
Homologie untersucht Hierbei werden die voreingestellten Parameter "gap creation penalty 12" und "gap extension 
penalty 4" verwendet. 

Ein werteres Beispiel for die Uberexpression eines erfindungsgem&Ben Gens zur Steigerung der CysteinbikJung ist 
die Ubere^resston eines 5,5 kb langen DNS-Fragments, das auch for den mar-Locus todiert Dieses Plasmid mrt der 
is Bezeichnung 100-1-1 wurde bet der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zeilkufturen GmbH, D- 
38124 Bramschweig in E.cofi K12 W31 10 unter der Nummer DSM 1 1545 hinterlegt Fig. 1 zetgt eine Plasmidkarte die- 
ses Plasmids. Dieses Plasmid karm zur Amplifikatjon von erf indungsgemaBen Gene mrttels PCR genutzt werden. 

Eine geziette weitere Modifikation dieser Gene an jeweils gewQnschter Position der Sequenz mrttels bekannter Ver- 
fahren, beispiel swetse der Technik der site directed Mutagenese ist dem Fachmann gelfluf ig. Auch Mikroorganismen, 
20 die derart modiftzierte Gene enhalten sind demnach erftndungsgemaB soJange die derail modif izierten Gene zur Her- 
steliung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyt-Serin und/oder ThiazoCcfinderivaten beitragen. 

Unter Uberexpression ist im Sirme der Erf indung zu verstehen, daB die Expression des Proteins im erfindungs- 
gemSBen Mikroorganismus mindestens doppett so stark erfolgt wie im Wildtyp aus dem das Protein stammt 

Vorzugsweise erfolgt die Expression des Proteins im erfindungsgem&Ben Mikroorganismus mindestens fOnfmal so 
25 stark wie im Wildtyp, besonders bevorzugt mindestens zehnmal so stark wie im Wildtyp aus dem das Protein stammt 

Ohne eine Uberexpression der genannten Gene beispielsweise durch unabhdngige Transkription durch einen 
gesonderten Promotor Oder beispielsweise ohne Anwesenhert des fQr MarA kodierenden Gens in vielen Kopien auf 
einem Plasmid ist keine deutltche Ausbeutesteigerung fQr L-Cystein oder Thiazctidinderivate gegenQber dem Aus- 
gangsstamm zu beobachten. 

30 Die Ausbeutesteigerung durch die Oberexpression der genannten Sequenzen war urn so uberraschender, els des 
in der LHeratur beschriebene Genprodukt des offenen Lesemhmens ORF266 dessen Sequenz ab dem Methionin in 
Position 41 in SEQ: ID: NO: 2 der Sequenz SEQ: ID: NO: 4 entsprtcrrt, bei Oberexpression rricht zu einer Ausbeutestei- 
gerung an L-Cystein fuhrt 

In der oben dargesteitten von ORF306 abgeJeiteten Aminosauresequenz ist das Startmethiorrin von ORF266 fett 
35 gedruckt und unterstrichen. 

Dem Fachmann sind eine Reihe von Verfahren bekannt die Oberexpression eines Gens zu erreichen. Eine MOg- 
lichkert ist beispielsweise die Expression des Gens auf einem Plasmid, das mit einer erhOhten Kopiezahl in der ZeJIe 
vorfiegt. Soiche Plasmide sind bekannt Beispielsweise seien genanrrt pACYC177, pAGYCl84, Derivate von 
PACYC184, pBR322, andere pBR-Derivate, pBiueskript, pUC18, pUC1 9 sowie andere in Escherichia cdi herkOmmlich 
40 verwendete PlasrnxJa 

Bevorzugte Plasmide zur erf indungsgemaBen Oberexpression sind pACYCl77, pACYCl84, Derivate von 
pACYC184, pBR322 und andere pBR-Derivate. 

Besonders bevorzugt werden pACYC184 und dessen Derivate wie beispielsweise pACYC184-LH (hinterlegt bei 
der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und ZellkuJturen GmbH, D-38124 Braunschweig unter der 
45 Nummer DSM 10172). 

Die Erf indung betrifft somit auch Plasmide enthaltend erf indungsgem&Be Gene. 

Weitere MOgfichkeiten fur eine Expreseionsversttrkung sind die ErhOhung der Kopienzahl eines Efflux-Gens durch 
eine Anplifizierung des Genabschnitts im Chromosom oder die Verwendung von starken Promotoren zur besseren 
Transkription des Efflux-Germ. 

so Als starke Promotoren sind beispielsweise der GAPDH-Promotor, der tac Promotor (p^, der Lac-Promotor (p^J, 
der trp Promotor (p^. Lambda PL oder Lambda PR geeignet 

Bevorzugt geeignet sind der GAPDH-Promotor oder der tac Promotor (p^J. 
Besonders bevorzugt geeignet ist der GAPDH-Promotor. 

Eine weitere MOglichkeit fur eine Expressionsverst&rkung ist die Inakthrierung von Repressorgenen, die auf die 
55 Expression eines Efflux-Gens hemmend wirkea FQr den mar-Genort ware dies beispielsweise die Inaktivierung des 
mar R-Gens. 

Auch Elemente, die die Translation posit iv beeinf lussen, tragen zu einer Oberexpression des Efflux-Gens bei. Soi- 
che Elemente sind beispielsweise eine gute Ribosomenbindungsstelle (z. B. Shine-Dalgarno Sequenz) Oder Downs!- 
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ream Box. 

Ein bevorzugtes Element, das die Translation positiv beeinf luBt ist die gute Ribosomenbindungsstelle des GAPDH- 
Gens. 

Zur Expression der Efflux-Gene werden diese in einen Mikroorganismus transformiert, der L-Cystein produziert. 
s Vbrzugsweise werden Efflux-Gene in Mikrorganismen transformiert ausgewahtt aus der Qruppe Bacillus wie 
B.subtilis, Corynebacterium wie C. glutamicum, Streptomyces und E. coii. 

vbrzugsweise werden die Efflux-Gene in Organismen transformiert die in threm Cysteinstoffwechsei so dereguliert 
sind, da3 es zur Bildung von erhOhten Mengen an L-Cystein und ggf. nachfolgend zur BikJung eines TTitazdidinderivats 
von L-Cystin Oder von N-Acetyf-Serin kornrnt. 
10 Beispiele far Mikroorganismen die erhOhte Mengen an L-Cystein produzieren sind Mikroorganismen nut feedback- 
resistentem CysE Allel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf Qhrungsform werden Mikroorganismen transformiert, die intrazelluiar durch die 
Kbndensation von L-Cystein und etnem Keton oder Aldehyd, insbesondere Pyruvat, ein Thiazolidinderivat bflden. 

Mikroorganismen, die emohte Mengen an L-Cystein produzieren sind beispielsweise in der PatententanmeWung 
is DE 19639952 beschrieben.(DE 19539952 is incorporated by reference) 

Verfahren zur Transformation eines Mikroorganismus sind dem Fachmann beispielsweise aus Standard! ehrbO- 
chem bekannt AOe bekanrrten Verfahren lassen sich zur Hersteitung eines erfindungsgem&Ben Mikroorganismus 
anwenden. 

Durch eine verstfirkte Expression der Efflux-Gene in Mikroorganismen, die Amirtosfluren oder intrazelluiar gebil- 
30 dete Aminosaurederivate wie beispielsweise L-Cystein, L-Cystin, N- Acetyl -Serin oder Thiazolidinderivate hiervon pro- 
duzieren, kornrnt es Oberraschenderweise zu einer verstarkten Ausschleusung von Aminos&uren oder intrazelluiar 
gebiWeten AirinosAuredertvaten wie z.B. L-Cystein, L-Cystin. N-Acetyl -Serin und Thiazoiidinderivaten hiervon aus der 
ZeDe. Dadurch werden deutfich hOhere Ausbeuten dieser Produkte in der Fermentation erzieft. 

Die Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur Hersteitung von L-Cystein. L-Cystin, N-Acetyf-Sertn oder Thiazoli- 
25 dinderivaten hiervon dadurch gekennzeichnet daB ein Mikroorganismus der Efflux-Gene Oberexprimiert in an sich 
bekanrrter Art und Weise in der Fermentation etngesetzt wird. 

Das erfindungsgemABe Verfahren zur fermentativen Hersteilung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin oder 
Thiazolidinderivaten weist mehrere VbrteHeauf: 

Es entstehen nur Thiazolidindiastereomere, die am C4-KohJenstoffatom nur die R-Konfiguration aufweisen, da 
30 durch die Enzymausstattung der Zeile stereosetektiv L-Cystein entsteht, das dam mrt dem jeweiiigen verfugbaren 
Keton Oder Aldehyd ausschlieBHch zu den genannten Thiazoiicincfiastereomeren reagieren kann. 

Aus den ThiazoKcBnen mrt der R-Konfiguration am C4-Kohienstoffatom kann urrter Verwendung von herkOmmli- 
chen chemischen und biologischen Verfahren und Techniken lediglich durch Gieichgewichtsverscrtiebung in Richtung 
der Edukte L-Cystein gewonnen werden. 
ss Oberraschenderweise hat sich ferner gezeigt, daB die Hersteilung von L-Cystein aus intrazelluiar gebildetem Thia- 
zolidinderivat in der Fermentation vorteilhaft ist. Eine nahere Untersuchung dieses Qberraschenden Sachverhalts 
fQhrte zu der Erkenntnis, daB die Taxizitat des Thiazolidins fur die Zelle erheblich rtiedriger ist, als die ToodzHftt des L- 
Cysteins. 

Die Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur Hersteilung von L-Cystein welche dadurch gekennzeichent sind, 
40 daB sich von etnem Mikroorganismus intracellular gebildetes L-Cystein mrt in dem Mikroorganismus mtrazelluiar vor- 
handenen Keton oder Aldehyd in diesem Mitoorganismus intrazeOuiar zu IhiazolicBnderivat umsetzt. dieses Thiazoli- 
dinderivat mittete eines Proteins welches direkt zur Ausschleusung von Arrtibiotika oder anderen for den 
Mikroorganismus taxischen Stoffen aus der Zelle geeignet ist. aus dem Mikroorganismus ausgeschleust wird und ggf. 
nach Abtrennen des Thiazolidindenvates durch Gletchgewicrrtsverschiebung des Reaktionsgletchgewichts zwischen L- 
45 Cystein und TNazoWinderivat in Richtung von L-Cystein L-Cystein gewonnen wird. 

Eine MOglichfeert zur intrazefluJaren Bfldung eines Thiazolidindenvats ist die Reaktion des L-Cysteins mrt ein em 
jewei te irrtrazelluiar vorhandenen Keton oder Aldehyd. 

Es sind viele fur die Kbndensation in Frage kommende Ketone und Aldehyde in den Stoffwechselwegen von Orga- 
nismen bekannt. In bakteriellen Stoffwechselwegen sind dies urrter anderem beispielsweise Pyruvat OxalacetaL a- 
60 Ketogtutarat oder Gfyoxytat. 

vbrzugsweise reagiert L-Cystein mrt Pyruvat oder Glyoxyiat. 

vbrzugsweise bedeutet demgemae fur die im erfindungsgemaBen Verfahren entstehenden Thiazolidinderivate im 
Schema auf S. 2 mindestens ein Rest Ri oder R 2 Carboxylgruppe, besonders bevorzugt stent in Fbrmel I Ri fQr COOH 
undRgfOrCHs. 

ss Die Edukte fQr die Kbndensation zum Thiazolidinderivat konnen entweder beide von dem Mikroorganismus gebil- 
det werden oder es wird nur ein Edukt von dem Mikroorganismus gebfldet und das zwerte Edukt wird wahrend der Fer- 
mentation zugegeben. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung werden beide Edukte fur die (Condensation zum Thiazolidin- 
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derivat durch den Mikroorgartismus gebildet 

Als Derivatisierungsmrttel zur Derivatisier ung von Pyruvat, das so dem Gleichgewicht errtzogen werden kann, kOn- 
nen untax anderem Hydroxylamin Oder 2,4-Dinitrophenylhydrazin verwendet werden. 

Vorteilhafterweise kOnnen im erfindungsgernaBen Verfahren das Thiazolidinderivat (und das entsprechende 
5 HemHhioketal) aus einfachen und bilRgen C- und N- und S-Quellen hergesteSIt werden. 

Es konnen die, in der Fermantation Qblichen C-Quellen, wie beispielsweise Glucose, Lactose, Fructose, Starke und 
dergleichen, N-Quellen, wie beispielsweise Ammonium oder Proteinhydrolysate und dergleichen, und S-QueUen, wie 
beispielsweise Surfid, SuH it, Sutfat, ThfosuHat oder Dithionit im erf indungsgemaBen Verfahren in der Fermentation ver- 
wendet werden. 

10 Die fermentativ gewonnenen Thiazolidinderrvate konnen nicht nur zur Qewinnung von Cystein eingesetzt werden. 
Es sind viele Einsatzmoglichkeiten bekanrtt, die die fermentativ hergestellten ThiazoWinderivate mrt der R-Konf igura- 
tk>n am C4-Kohlenstoffatom als Ausgangsprodukt fur weitergehende Synthesen (building block) verwenden konnen. 
Die folgenden Beispiele dienen zur weiteren Eriauterung der Erf indung. 

Die quantitative Bestimmung an Thiazcrfidindertvat/HenTithioketal ist nur indirekt moglich. Sie erfolgte in den Bei- 

is spieien durch tie Cysteirtbestimrnung nach Gartonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627 - 633. Durch tie Derivatisie- 
rung des Cysteine im stark Sauren mit Ninhydrin wind dies dem Gleichgewicht errtzogen. Somit reagiert das 
HemHhioketal und schfieBiich auch das Thiazofidinderivat nach. Nach etwa 10 Minuten bei 100 °C wtrd das gesamte 
Thiazolidinderivat und das dazugehorige Hernhhioketal in das Cystein-Ninhydrinderivat uberfuhrt, das dam bei 560 nm 
quantmriert werden kann. Freies Cystein wird hierbei mfterfeBt. 

20 Die Menge an freien SH-Gruppen und somit freiem Cystein aliein wurde durch den von Sang-Han Lee et aI M Bio- 
chemical and Biophysical Research Corrmuinications, Vol. 213, Nr. 3 (1995). Setten 837ff beschriebenen Test mrttels 
5,5*-Dithiobis-2-nHrobenzoesaure (DTNB) bestimmt 

Bei einer BiWung von freiem L-Cystein wird dies durch den eingebrachten Urftsauerstoff wahrend der Fermenta- 
tion zum L-Cystrn oxidiert Cystin ist im waBrigen Milieu bei pH 7,0 schwer losiich und falft als weiBes Pellet aus. Bei 

25 AusbiUung eines unlositchen Cystinpeflets wurde dies m rtaibkonzentrierter HQ aufgelost und ebentalis unter reduzie- 
renden BecGngungen mit Drthiothreit (DTT) im oben erwahnten Test vermessen. 

Im Beispiei 3 sind aJs Fermentatiortsergebnisse die im Qberstand mit dem Test nach Gartonde gemessenen Men- 
gen an "Gesamtcystein" angegeben. Dies sind hierbei vor allem 2-Methy1^iazoldin-2,4^icarbonsaure 1 das zugeho- 
rige HemHhiotetal, freies L-Cystein und gelostes Cystin. Ausgefellenes Cystin wurde gesondert quantf iziert und 

30 angegeben. 

Die leichte FaJlbarkert, der in der Ausf Ohrungstorm der vorGegenden Erfindung entstehenden 2-Methyl-thiazolidin- 
2.4-dicarbonsaure mrttels zweiwertiger Metalfionen kann betm Nachweis fur die Entstehung dieses DenVats ausgenutzt 
werden. Bisher wurde nur die Falfoarkert mit Zinkacetat beschrieben (Schubert et. a), siehe obige Uteraturstelle). Bne 
Faltung mit anderen zwerwertjgen Metallionen, wie Magnesium, Ersen, Kupter, Zink, Mangan, Cobalt und dergleichen 
as ist aber ebenfalls moglich. Die Fallung und anschlieBende IdentHizierung des gebiideten Thiazolidinprodukts ist in Bei- 
spiei 4 beschrieben. Hier wird auch gezeigt daB nach 24 Stunden FermentationszeH das Hauptprodukt 2-Methyl-tNa- 
2i^idin-2,4-dicarbonsaure ist. Die leichte Faflbarkeit ist nicht nur bei der Analyse des Fermerrtationsprodukts WHreich, 
sondern audi bei der Aufreinigung des Produkts von Nutzen. 

40 Beispiei 1 

Ampfif izierung der Allele durch PCR 

A. Ampl If izierung der cysE-AItele 

45 

Die im folgenden verwendeten cysE-Allele, cysEIV und cysEX, sind in DE 19539952 Beispiei 2/10 beschrieben. 

Die Herstellung der dort erwahnten Mutationen ist durch die Verwendung der ortsspezif ischen Mutagenese mog- 
lich. Kits zur DurchfOhrung der Mutagenese sind im Handel beispielsweise von Stratagene (Stratagene GmbH, Post- 
fach 105466, D-69044 Heidelberg) unter den Handelsnamen ExSfte oder Chameleon erhaltiich. 
so Nach DurchfOhrung der ortsspezifischen Mutagenese wurden die erhaltenen Allele mrttels der Pdymeraseketten- 
reaktion (PCR) (SaiW et al. 1988, Science 239: 487-491) aus der jeweiligen DNS mrttels fdgender Primer amplif iziert 
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cysE-fW: (SEQ. ID* NO: 5} 

5 1 -TGG ACC AGA GCT CT G GCT GGC GCA TCG CTT CGG CGT TG-3 
SacI 

cysE-rev: (SEQ. ID. NO; 6) 



S'-CTC GAT GCA T TA CGT AGG GGT ATC CGG GAG CGG TAT TG-3 1 
Nsil 



20 Die PCR-Experimente wurden in 30 ZyWen in Gegenwart von 200 uM Deoxynu W eotidtriphosphaten (dATP. dCTP, 
dOTR cTTTP), je 1 uM des enteprechenden OfigonuWeotkfe, 100 ng MatrizervDNS mit dem jeweiHgen cysE-Aliel, 1/1 0 
10fech Reaktionspufter (100 mM KCI, 100 mM (NfyJaSO* 200 mM Tris-HCt (pH 8,8). 20 mM MgSO* 1 % Triton X-100 
und 1000 ng/rrt BSA) und 2,5 Einberten einer hrtzestabBen, rekornbinarrten Pfu-DNS-Potymerase (Stratagene) in 
einem Thermocycler (Gene- ATAQ-Controler, Pharmacia) unter foigenden Bedingungen durchgefuhrt: 94°C fOr 1 rrrin, 

2S 60 °C fur 1 rnin und 72 °C fur 3 rrtin. 

Das Amplifizierungsprodukt wurde mit SacI und Nsil (beide von Boehringer Mannheim GmbH) unter den vom Her- 
steller angegebenen Bedingungen hydrolysiert Ober ein 1 % Agarosegel aufgetrennt und mit Hitfe der Genedean- 
Methode (Genedean Kit BIO101 P.O. Box 2284 La JoUa. California, 92038-2284) nach den Angaben des Herstellers 
aus dem Agarosegel ate etwa 1 ,0 Kb groBes Fragment isdtiect. Bis zur wetteren Verwendung wurde das Fra gm ent bet - 

30 20°C gelagert 

B. Arnplif izierung des mar-Locus 

Der mar-Locus von Escherichia coli wurde mrtteis PCR ampfifiziert Das Verfahren zur Gewinnung der Ampiif ikate 
ss ist dassefoe, wie es in Beisptel 1 Abschnrtt A beschrieben wurde. Als Matrizen-DNS wurde cfie chramosomale DNS aus 
Escherichia coli W3110 (ATCC 27325) verwendet. Als Matrizen DNS ist das Plasmid 100-1-1 (DSM 11545) ebenso 
geeignet Die Lyse der Zeilen und die Reinigung der chromosomaien DNS erfotgte nach dem in AusubeJ et at., 1987, 
2.4.1 - 2.4.2, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley-lnterscience, beschrie- 
benen ProtokcJI. Folgende Primer wurden tor die Ampiif izierung des mar-Locus verwendet: 



40 



tnar-fw: (SEQ. ID. NO: 7) 



S'-TTT GGC GCG CC G ATC AGC GGC GGC GCA ACC ATC AG -3 1 
ASCI 



60 

mar-rev: (SEQ. ID. NO: 8) 



5« -GCC TTA ATT AAG ATC GAC ACT GAG GCT GTA CTG GCG AC-3 ' 
Pad 
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Die Amplrf izierung des mar-Locus fuhrte zu einem etwa 3 kb groBen Fragment, das wie in Beispiel 1 Abschnitt A 
beschrieben gereinigt wurde. Der nachfolgende Restriktionsverdau wird mit den Enzymen AscI und Pad (beide von 
New England Biotabs GmbH, Postfach 2750. 0-65820 Schwafbach/Taunus) gemaG den Anleitungen und mit den Puf- 
s fern des Hersteilers durchgef uhrt Nach der Reinigung des Fragments durch Agarosegelelektrophorese wurde es bei - 
20°C geiagert 

C. AmpJifizierung der ORF30S-DNS 

10 Die fur den ORF306 kodierende DNS wurde wie in Beispiel 1 Abschnitt A beschrieben Ober PGR amplH iztert Ate 
Matrizen-DNS wurde die in Beispiel 1 Abschnitt B isolierte chromosomale DNS aus E. coli W31 10 (ATCC 27325) ver- 
wendet. Als Matrizen-DNS ebenso geeignet ist das Plasrrtd 100-1-1 (DSM 11545). Die verwendeten Primer Bind tbi- 
gende: 

ORF306-fw: (SEQ. ID. NO: 9) 

5 1 -GGA ATT C AT TAA TC C GGC GAC TAA CGA ATC AAC TG-3 ' 
Asnl 

20 

ORF306-rev: (SEQ. ID. NO: 10) 

5 1 -GCC n;A ATT AAC GCT ATG TAG TTT GTT CTG GCC CCG-3 1 
Pad 

25 



Das arnplrf izierte DNS-Fragment ist etwa 1 ,05 kb gro8 und wurde, wie beschrieben, durch Agarosegelelektropho- 
so rese gereintgt. Ein anschiieBender Restriktionsverdau mit den Enzymen Asnl (Boehringer Mannheim) und Pad (New 
England Biolabs) fuhrte nach erner Enzymentfernung zum gewOnschten DNS-Fragment Dies wurde bis zur Verwen- 
dung bet -20°C geiagert 

D. AmpJifizierung des fur den GAPDH-Promotor kcdierenden DNS Fragments 

Zur wirksamen Transkription des ORF306 wurde der Promoter des Glycerir^aWeh^-3-phosphatdehydrogenase- 
gens verwendet. Dieses gewunschte DNS-Fragment wurde eberrfalls rrrittete PCR gewonnen. 

Als Matrizen-DNS diente wieder die chromosomale DNS aus Escherichia coli W31 10 (ATCC 27325). Ate Matrizen- 
DNS ebenso geeignet ist das Plasmid 1 00-1 -1. Es wurden tolgende Primer verwendet: 

GAPDH-fw: (SEQ. ID. NO: II) 

S'-GTC GAC GCG TG A GGC GAG TCA GTC <3CG TAA TGC-3 1 
Mlul 

GAPDH-rev: (SEQ. ID. NO: 12) 

5'-GAC CTTAATTAA GAT C TCATATGT TCC ACC AGC TAT TTG TTA G-3' 
bo Pad Ndel 



55 Das erhaltene DNS Fragment mit etwa 0,3 kb wurde durch erne Agarosegelelektrophorese teoliert und gereintgt, 
wie in Bsp. 1 Abschnitt A beschrieben. Ein anschiieBender Restriktionsverdau mit den Enzymen Mlul und Pad fOhrte 
zum gewOnschten DNS-Fragment Nach der Entfernung der Restrikfionsenzyme wurde die DNS bei -20°C geiagert 
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Beispie) 2 

Konstruktion der erfindungsgem&Ben Plasmide 

5 Ate Basispiasmid zur Konstruktion der erfindungsgem&Ben Plasmide wurde das Plasmid pACYCl84 verwendet. 
Dieses Plasmid wurde modifiziert, wie in DE 19539952 beschrieben, und ale Plasmid pACYCI 84-LH unter der Hinter- 
legungsnummer DSM 10172 bei der Deutschen Sammlung fOr Mikroorgarnsmen in Braunschweig hirrterlegt 

Eine Restriktions- und Funktionskarte von Plasmid pACYCI 84-LH ist in Figur 2 gezeigt. Das Plasmid pACYC184- 
LH trfigt etnen Polyl inker. Dieser Pdyiinker weist fotgende Restriktiorisschnfttsteflen auf: 

10 

NotJ - Ncol - Sacl - Nsil - Mlul - Pad - Notl 

In diesen Linker wurden die in Beispie! 1 durch PCR und anschlieBenden Restriktionsverdau gewonnenen DNS- 
Fragmente figiert 

is 

A. Konstruktion der Kbntrotlplasmtde pACYCl84/cysEIV und pACYCI 84/cysEX 

Die Herstellung der Plasmide pACYCl84/cysEIV und pACYC184/cysEX ist in der DE 19539952 Bsp 3 beschrie- 
ben und im fblgenden kurz zusammengefaBt: 

20 Etwa 1 ugdes Plasmids pACYCI 84-LH (DSM 10172) wurde mit den Restriktonsenzymen Sacl und Nsil nach den 
Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim) verdaut. Die verdaute DNS wurde anschlieSend durch eine Agarose- 
geleiektrophorese zur Errtfemung der Enzyme gereirrigt wie dies vomer beschrieben wurda Die in Beispiel 1 Abschnttt 
A gewonnenen DNS-Fragmente, die fur das jeweflige cysE-Allel todieren, wurden dann mit dem Sacl und Nsil verdau- 
ten Plasmid pACYCI 84-LH dquimolar gemischt und mft 1 ul T4 DNS Ugase und 2 ul 10fech Ligasepuffer (beides Boe- 

25 hrirtger Mannheim) versetzt und mit sterilem, doppert destifliertem H 2 0 auf ein Gesamtvolumen von 20 uJ aufgefOltt. 
Das Gemisch wurde bei 4°C Ober Nacht inkubiert und zur Transformation von Escherichia coli W31 10 (ATCC 27325) 
verwendet Das im fblgenden beschriebene Transfbrmationsvertahren wurde bei alien in den Beispieien genanrrten 
Transfbrmatfonen angewendet. 

Die Transformation von E. coli W3110 erfolgte rrrittels Elektroporation. Hierzu wurden 500 ml UB-Medium (10 g 

so Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g Nad) in einem 1 I Erienmeyertolben mit 1 % (V/V) einer Ctoemachtkuftur in demsefben 
Medium angeimpft. Nach einer Inkubation im RundschOttler bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,5-0,6 bei 600 
nm wurden die Zeiten durch eine Zentrifugation bei 4°C in einem sterilen Becher geerntet. Alle werteren Schritte wur- 
den nun auf Bis und unter EinhaKung steriler Bedingungen durchgefuhrt Das Zellpeilet wurde nun zweimal mit 500 ml 
eiskattem, sterilem, doppert destilfiertem H^O gewaschen und schfieBlich in 30 ml 10 % (V/V) sterilem Glycerin resus- 

55 pendiert Nach einer werteren Zentrifugation wurde das ZellpeOet in 500 ul 10 % (V/V) Glycerin aufgenommen und in 
200 ul ABquots bei -60°C getagert FOr die Transformation wurden die ZeQen auf Eis aufgetaut, mit etwa 10-100 ng DNS 
v rsetzt und in eine sterile Elektroporationskuvette (BioRad) gegeben. Die Kuvette wurde in den Gene PuJser (BioRad) 
gestelH und bei einer Spannung von 2500 Vott, einem Pamlteiwiderstand von 200 Ohm und einer Kapazitfit von 25 
elektroporiert AnschiieBend wurden die Zeiten in 1 ml SOC Medium (Caseinpepton 20,0 g/l, Hefeextrakt 5,0 g/l, NaCI 

40 0,58 g/l, KO 0, 1 9 g/l, MgCfe 2,03 g/l. MgS0 4 2,46 g/l. Glukose 3,60 g/l, pH - 7,0) resuspendiert und fur eine Stunde bei 
37°C geschOttelt Danach wurden die Zellen entsprechend verdunnt auf LB-Agarplatten (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeex- 
trakt, 5 g/l NaCI, 15 g/l Agar, pH - 7,2) ausplattiert und Ober Nacht bei 37°C inkubiert, bis Einzelkolonien sichtbar wur- 
den. 

Die gewQnschten Transformanden wurden nach einer PiasrrtidisoUerung m'tte/s QIAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen 
45 GmbH, Max-VbJmer-StraBe 4, D -40 724 Hilden) durch eine Restrikttonsanalyse iderrtrfiziert. Sie wurden in Beispiel 3 ate 
Kbntrofle in der Fermentation verwendet 

Die Plasmide pACYC184/cysEIV und pACYCI 84/cysEX sind in Rgur 3 dargestellt 

B. Konstruktion der Plasmide pACYCI 84/cysEIV-mar und pACYC 1 84/cysEX-mar 

60 

Jeweiis 1 ug der in Beispiel 2 Abschnttt A konstruierten Plasmide pACYCI 84/cysEIV und pACYCI 84/cysEX wurde 
nacheinander mit den Restriktionsenzymen Mlul (Boehringer) und fiacl (New England Bidabs) gemflB den Angaben 
der Herstefler verdaut. Nach diesem Restriktionsverdau wurde die DNS durch eine Agarosegelelektrophorese isoliert 
und gereinigt, wie dies in Beispiel 1 Abschnitt A beschrieben wurda Etwa 20 ng der Mlul-Pacl verdauten Vektoren 
ss pACYCI 84/cysEIV bzw. pACYCI 84/cysEX wurden jeweiis mit 200 ng des in Beispiel 1 Abschnitt A hergestellten DNS 
Fragments, 1 ui T4 DNS Ugase (Boehringer Mannheim) und 2 ul 10fach Ligasepuffer (Boehringer Mannheim) und der 
erforderlichen Menge sterilem, doppert destilliertem H%0 in einem Endvolumen von 20 ui gemischt. Nach einer Inkuba- 
tion uber Nacht bei 4*C wurden die zwei DNS-Gemische zur Transformation von Escherichia cofi W3 1 1 0 (ATCC 27325) 
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verwendet Nach einer Plasrnidisolierung mittete QIAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen GmbH) und einer Restriktionsana- 
lyse wurden die gewunschten Transformanden isoliert und in der Fermentation eingesetzt wie dies in Beispiel 3 
beschrieben ist Eine Restriklions- und Funktionskarte der Piasmide pACYC184/cysEIV-mar bzw. pACYC184/eysEX- 
mar ist in Figur 4 gezeigt 

5 

C. Konstruktion der Piasmide pACYC184/cysEIV-OAPDH und pACYC184/cysEX-GAPDH 

Die in Beispiel 2 Abschnitt A konstruierten Piasmide pACYCI 84/cysEIV und pACYCI 847cysEX wurden jeweils mit 
den Resrrikttonsenzymen Mlul {Boehringer Mannheim) und Pad (New England Biolabs) gemaB den Angaben der Her- 
10 steller verdaut. 

Nach der Retnigung deser so behandeten Piasmide wurden jeweils mit dem in Beispiel 1 Abschnitt D hergestell- 
ten DNS Fragment zwei Ugationen angesetzt wie dies in Beispiel 2 Abschnitt B beschrieben wufde. 

Nach einer Inkubarjon Qber Nacht bei 4°C wurden die Ugationsansfttze in E. coli W31 10 transformtert Die nchtigen 
Transtormanden wurden nach der Isofierung der Plasmid DNS durch eine Analyse mittete geeigneter RestriWionsen- 
is rymeidentifiziert 

Die Piasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH und pACYCl84/cysEX-GAPDH wurden ate Ausgangsmaterialien zur 
Konstruktion der Piasmide pACYCI 84/cysEIV-GAPDH-ORF306 und pACYC184AsysEX-GAPDH-ORF306 verwendet, 
wie dies im folgenden Abschnitt D beschrieben ist. 

so D. Konstruktion der Piasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH-ORF3Q6 und pACYC184/cysEX-GAPDHORF306 

Die in Abschnitt C hergestelrten Piasmide wurden mit Ndel (Boehringer Mannheim) und Pad (New England Biol- 
abs) gemaB den Angaben der Hersteller verdaut Nach dem Reirtigen der Plasmid DNS wurden mit dem Asnl-Pacl 
geschnffienen DNS Fragment aus Beispiel 1 Abschnitt C, das fur den ORF306 todiert, zwei Ligationen angesetzt 
25 Nach einer Inkubarjon Qber Nacht bei 4°C wurde das DNS Qemisch Jeweils in E. coli W3110 transtormiert und auf 
LB-Platten ausplattiert. Nach dem Erscheinen der Einzeltolonten wurden diese durch Ptasmidisdierung und Restrikrj- 
onsverdau auf ihre Rtchtigkeit hin OberprOft. 

Eine Restriktions- und Funktionskarte der Piasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH-ORF306 und pACYCl84/cysEX- 
QAPDH-ORF306 ist in der Figur 5 gezeigt 

so 

Beispiel 3 

Vergleich der Ausbeuten der erf indungsgemftBen Konstrukte und bekannter Kbnstrukte in der Fermentation 

35 Afle in der Fermentation vergJtchenen Piasmide wurden in E. coli W31 10 fermentiert So ist gewfthrieistet daB die 
jeweils beobachteten Ausbeutesteigerungen nur aus der erfindungsgemaBen Verwendung der Gene resuftieren. 

20 ml LB-Medwm mit 15 mg/l Tetracydin wurden in einem Erlenmeyerkolben (100 mi) mit dem jeweiligen E. coli 
Kbnstrukt beimpfL Nach siebenstOndiger Inkubarjon im Schutielinkubator (150 Upm, 30°C) wurden die jeweiligen Vor- 
kutturen in 100 ml $M1-Medium OberfOhrt (12 g/l KgHPO* 3 g/l KH^O* 5 g/l (NH^SO* 0,3 g/l MgS0 4 x 7 HgO. 

to 0,015 g/l CaCi 2 x 2 0.002 g/l FeS0 4 x 7 HgO, 1 g/l NaaCitrat x 2 HgO, 0,1 g/l Nad, 1 mVl SpurenelementJOsung, 
bestehendaus0,l5g/INa2MoO 4 x2H2O.2 f 5gflH3BO3, 07 g/l CoOfe x 6 f^O, 0,25 g/l CuS0 4 x 5 HgO. I.Bg/lMnCfe 
x 4 HgO, 0,3 g/l ZnS0 4 x 7 r-feO), das mit 5 g/l Glucose, 5 mg/l Vitamin B1 und 15 mg/l Tetracyclin supplementiert war. 
Die Kufturen wurden in Erlenmeyerkolben (1 0 bei 30 °C fOr 17 h mit 150 Upm geschOttert Nach dieser Inkubarjon 
betrug die optische Dichte bei 600 nm (OD 600 ) zwischen 3 und 5. 

45 Die Fermentation wurde in Fermentern BrOSTAT M der Firma Braun-Melsungen durchgefOhrt Es wurde ein Kui- 
turgefdB mit 2 1 Gesamtvolumen verwendet. Das Fermentationsmedium enthfift 15 g/l Glucose, 10 g/l Trypton (Drfco), 
5 g/l Hefeextrakt (Drfco). 5 g/l (NH4)2S0 4 . 1 J5 g/l KHgPO* 0.5 g/l NaQ. 0.3 g/l MgSC 4 x 7 HzO. 0.01 5 g/l CaCfe x 2 H2O. 
0,075 g/l FeS0 4 x 7 H^O, 1 g/l NaaCitrat x 2 HjjO und 1 mt SpuraneiementtOsung (siehe oben), 0,005 g/l Vitamin B1 
und 15 mg/l Tetracyclin. Der pH-Wert im Ferment er wurde zu Begtrm durch Zupumpen einer 25% NH 4 OH-LGsung auf 

so 7,0 eingesteltt Wdhrend der Fermentation wurde der pH-Wert durch automatische Kbrrektur mit 25 % NH 4 OH auf 
einem Wert von 7,0 gehaHen. Zum Animpfen wurden 100 ml Vorkuttur in das FermentergefftB gepumpt. Das Anfangs- 
votumen betrug etwa 1 1. Die Kulturen wurden zundchst nit 200 rpm gerQhrt und mit 1 .5 wm einer Qber einen SterrH iter 
entkeimten PreBluft begast. Die LuftsauerstoffsSttigung wurde wdhrend der Fermentation auf 50 % eingestelrt. Die 
Kbntrolle erfolgte automatisch Qber die RQhrgeschwindigkert Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 30 °C 

«5 durchgefOhrt Nach 2 h Fermentationszeft erfolgte eine Zufotterung aus einer sterflen 30 % Na-TOosutfat x 5 H2O - 
StammlOsung mit einer Rate von 3 ml pro Stunde. Nach Erreichen einer OD 600 von 10 wurde eine sterile 56 % Glukose- 
Stammfcsung mrt einer Rate von etwa 8 - 14 ml pro Stunde zudosiert Die Bestimmung des Glukosegehalts erfolgte 
enzymatisch mit Hilfe eines Glukoseanalysators der Firma YSI. Die Glukosekonzentration wurde wflhrend der Fermen- 
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tation durch tontinuierliches Zuttffiern zwischen 10 und 20 g/l eingestelrt D r Gesamtgehaft an Cystein des Mediums 
wurde aus dem zellfreien Oberstand der Probe coforimetrisch nach Gaitonde. M. K. (1 967), Biochem. J. 104, 627 - 633, 
bestimmt Hierbei ist zu beachten. daB das wahrend der Fermentation in LOsung verbleibende Cystein vor allem ate 
Thiazolidindertvat vorliegt aber durch den Test trotzdem erfaBt wurde. Falts zur Urnsetzung des gebDdeten Cysteins 

5 zum Thiazolidindenvat das eribrderliche Keton Oder AkJehyd (in diesem Fall Pyruvat) nteht mehr in ausreichenden Men- 
gen zur VerfOgung stent, wird fretes L-Cystein gebiWet, das im Test ebenfalls mrterlafBt wird. Bei iner Bildung von 
freiem L-Cystein wild dies durch den eingebrachten Luftsauerstoff wahrend der Fermentation langsam zum L-Cystin 
oxidiert. Cystin ist im waSrigen Milieu bei pH 7,0 schwer loslich und fallt ate weiBes Peflet aus. Bei AusbOdung eines 
untoslichen Cystinpeilets wurde dies nach Abtrermung des Oberstands einer gezogenen Probe nach Zentrifugation in 

to habtonzentrierter HC! autgeiOst und ebenfalls unter reduzierenden Bedingungen (DTT) im oben erwahrtten Test ver- 
messen. 

Unter diesen Bedingungen wurden nach einer Fermentationsdauer von 24 Stunden bzw. 48 Stunden die, in den 
Tabellen 1 und 2 gezeigten Ausbeuten erreicht. Her wird deutlich, daB die erfindungsgemaB eingesetzten Qene, nam- 
lich der mar-Locus von E. coli und insbesondere der fvon L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin oder Thlazolldin- 
15 Mikroorganismen und Verfahren zur fermentatlven Herstettung dertvaten. 

Die Erfindung betrifft Mikroorganismen und Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N- 
Acetyl-Sarin oder Thiazolidinderivaten.or den ORF306 kodierende Abschnitt die Ausbeuten an Cystein und/oder Thia- 
zolidindenvat (Gesamteystein) deutii Tabellen extra vermerkL 

so 

TabeBel 



Ausbeuten an Gesamteystein mit dem cysEfV-AIlei 




Ausbeuten an Gesamteystein (g/l) mrtfoigenden Plasmidkonstrukten 


Fermentationszeit 


pACYC184/cysEIV 


pACYCI 84/cysEIV-mar 


pACYC184/cysEIV- 
GAPDH-ORF306 


24 Stunden 


1 


3.8 




48 Stunden 


1,6 


5 


3.2 + 6,3* 



*ats PeDet vorhandene Cystinmenge in Gramm pro Uter 



1abe0e2 



Ausbeuten an Gesamteystein mit dem cysEX-Ailel 




Ausbeuten an Gesamteystein (g/l) mit foigenden Plasmidkonstrukten 


Fermentationszeit 


pACYC184/cysE X 


pACYCl84/cysEX -mar 


pACYCl84/cysEX- 
GAPDH-ORF306 


24 Stunden 


4.9 


5,9 


12.8 


48 Stunden 


6,8 


11.4 


7,2+12,0* 



*ate Pellet vorhandene Cystinmenge in Gramm pro Liter 



Beispiel4 

Nachweis for die Bildung von 2-Metriyi-thiazdidin-2 1 4<fi-cajbonsaure 

so FQr den Nachweis der Bildung der 2^ethy1-thiazolkjin-2,4-di-cart)onsaure als HauptproduW der in Beispiei 3 
beschriebenen Fermentation wurde das Kbnstrukt E. coii W31 1 0 x pACYC184/cysEX-GAPDHORF306 wie in Beispiei 
3 beschrieben fermentiert 

Nach 24 Stunden wurde der Fermentationsuberstand durch sine Zentrifugation von den Zellen abgetrennt Die 
beschriebene Cysteinmessung ergab 12,8 g Gesamteystein im Oberstand. Der Fermentationsuberstand wurde dann 
66 mit MgS0 4 in einer Endkonzentration von 0,3 M versetzt Nach einer Inkubation dieses Oberstands uber Nacht bei 4°C 
unter ROhren bildete sich ein weiBer Niederschlag. Bei diesem Niederschlag handehe es sich urn das schweriOsliche 
Magnesiumsalz der 2-Methy1-thiazolidin-2, 4-dicarbonsaure. 

Nach einer Abtrermung dieses Niederschfags durch Zentrifugation wurde im Oberstand lediglich eine Restmenge 
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an Cystein von 2,5 gfl gemessen 

Der Niederschiag wurd in halbkonzentrierter HO aufgei&st und ebenfalls einem Cysteintest unt rworfen. Hier 
fand sich one Konzentration von 9.5 Qfl Cystein. Nach einer 1 H und 13 C NMR Untersuchung des in D 2 0 + HQ aufge- 
iOsten NiederechSags wurdedieser gegen eine Referenzsubstanz (M.R Schubert, J. Biol. Chem. 121, 539-548 (1937)) 
5 ate 2-Methyi-tf^olklirK2^*carbcxisaure mdentifiaert 

Beispiel 5 

Unterschiedliche Toxizttaten von L-Cystein und 2^ethyl-Thiazolidin-2.4(R)<jicarbon6aure 

10 

Fur diesen Versuch wurde 

24^ethyf-Thia2oWfn-2,4(R)<i'jcarbonsaure nach der Methode von Schubert (M.R Schubert. J. Biol. Chem. 121, 
539-548 (1937)) aus L-Cystein und Pyruvat syrtthetisiert Eine Obernachtkultur von E. cdi W31 1 0 in LB-Med urn wurde 

is in 20 ml SM1 -Medium (siehe Beispiel 3) geimpft, das mit 10 g/1 Glucose. 10 % LB-Medium, 5 mg/l Vitamin B1, 15 mg/l 
Tetracydin und jewetls entsprechenden Mengen L-Cystein oder 2-Methyl-TNazoldirv2,4(R)-dicartonsaure supple- 
mentiert war. Nach einer 7 stOndigen Inkubation bei 37 °C zeigte sich im mit L-Cystein versetzten Medium kein Wachs- 
tum mehr ab 1 mM, wahrend im, mit 2-Methyl-Tftazoiidin-2,4(R)-dicarbonsaure versetzten. Medium ein Wachstum bis 
zu 50 mM zu beobachten war. Lfingere Inkubationszeiten waren aufgrund der leichten Oxidierbarkert von Cystein nicht 

20 mOgiich. Som'rt ergibt sich bei 

L-Cystein eine deutiich hohere Toxizitat for E. cofi als bei 2-Methyl-Thiazolidin-2 > 4(R)-dicarbonsaure. 2-Methyi-Thiazo- 
lidin-2,4(R)-dicarbons&ure eigne* sich daher deuttich besser zur Gewinnung von L-Cystein dutch fermentative Verfah- 
ren, auch wenn hierbei noch ein chemischer Schritt zur Freisetzung des L-Cysteins nctwendig ist 

2s Beispiel 6 

VerstarWe Bildung von N-Acetyl-L-Serin 

Die Bildung von N-Acetyl-L-Serin erfolgt durch spontane Umlagerung aus O-Acetyl-L-Serin. Dieses O-Acetyl-L- 
30 Serin ist die unmrttefcare Vorstufe von L-Cystein im Biosyntheseweg bei Bakterien. Bei unzuretchendem Oder fehlen- 
dem SchwefeJeinbau in O-Acetyl-L-Serin ist das Endproduki einer solchen Fermentation somit N-Acetyl-L-Serin. Die 
erfrndungsgernaBen Gene erhGhen bei fehiender Schwefelzufuhr auch die Ausbeute an diesem FermentationsprodukL 
Die in Beispiel 3 beschriebene Fermentation wurde ohne ThiosuffatfOtterung durchgefOhrt. Die verwendeten Kbn- 
strukte, die (fie Wirksamkait der voriiegenden Gene, insbesondere des ORF306 zeigen solften, waren 
as pACYC184/cysEX und pACYC184^ysEX-GAPDhK)RF306. 

Wie die Ergebnisse in Tabeile 3 zeigen, erhOhen die erfindungsgemaBen Gene, insbesondere der ORF306, deut- 
tich die Ausbeute an N-Acetyf-L-Senn in der Fermentation. 



Tabeile 3 



Ausbeuten an N-Acetyl-L-Serin nach 24 h Fermentation 


Kbnstrukt 


N-Acetyl-L-Serin (g/I) 


pACYC184/cysEX 


7,6 


pACYC 1 84/cysEX-G APDH-ORF306 


15,9 



Bei Verwendung von starker feedback-resistenten cysE-ABelen (betspielsweise cysEXI V, cysEXi und cysEXXII aus 
DE 19539952) in Kombinaton mit den erfindungsgemaBen Genen kflnnen Ausbeuten an N-Acetyl-L-Serin von Qber 30 
so g/I erreicht warden. 
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S EQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMBINE ANGABEN: 
(i) ANMKLDER: 

(A) NAME: Consortium fuer elektrochemische Industrie GmbH 

(B) STRASSB: Zielstattstr . 20 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUND ES LAND: Bayern 
<E) LAND: Deutschland 
<F) POSTLEITZAHL: 81379 

(G) TELEFON: 089-74844-0 

(H) TELEFAX: 089-74844-350 

(ii) BEZSICHNUNG DER ERFINDUNG: Mikroorgani sraen und Verfahren zur fer 
mentativen Herstellung von L-Cy stein, L- Cyst in, N- Acetyl -Serin oder 
Thi azol idinderivaten 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZBN: 12 

(iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC -DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 <EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 43 Aminos auren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DBS MOLEKUTiS: Protein 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
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(iv) ANT I SENSE : NEIN 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

<vi) URSPRfiNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 



15 



20 



25 



30 



40 



SO 



SB 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SBQ ID NO: 1; 

Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala Leu Leu Val Val Val Val Trp 
15 10 15 

Gly Leu Asn Phe Val Val He Lys Val Gly Leu His Asn Met Pro Arg 
20 25 30 

Leu Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val 
35 40 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 2: 



(A) LANGE: 306 Aminos&uren 

(B) ART: Amino saure 
{C) STRANG FORM : 

CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKGls : Protein 
(iii) HYPOTHBTISCH: NEIH 
(iv) ANTI SENSE i NEIN 

(vi) DRS PRONL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISM0S: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 



15 



EP 0885 962 A1 



(xi) SEQUENZBBSCHRKIBUNG : SBQ 10 NO: 2: 

Met Lys Phe Arg Gly Gly Arg Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala 
15 10 15 

Leu Leu Val Val Val Val Trp Gly Leu Asn Phe Val Val He Lys Val 
20 25 30 

Gly Leu His Asn Met Pro Arg Leu Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met 
35 40 45 

Leu Val Ala Phe Pro Ala He Phe Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro 
50 55 60 

Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr Gly Leu Thr He Ser Phe Ala Gin Phe 
65 70 75 80 

Ala Phe Leu Phe Cys Ala He Asn Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala 
85 90 95 

Ser Leu val Leu Gin Ala Gin Ala Phe Phe Thr He Met Leu Gly Ala 
100 105 110 

Phe Thr Phe Gly Glu Arg Leu His Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala 
115 120 125 

Leu Ala He Phe Gly Val Leu Val Leu He Glu Asp Ser Leu Asn Gly 
130 135 140 

Gin His Val Ala Met Leu Gly Phe Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe 
145 150 155 160 

Ser Trp Ala Cys Gly Asn He Phe Asn Lys Lys He Mat Ser His Ser 
165 170 175 

Thr Arg Pro Ala Val Met Ser Leu Val He Trp Ser Ala Leu He Pro 
180 185 190 

He He Pro Phe Phe Val Ala Ser Leu He Leu Asp Gly Ser Ala Thr 
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195 200 205 

Met lie His Ser Leu Val Thr lie Asp Net Thr Thr lie Leu Ser Leu 
210 215 220 

Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala Thr lie Val Gly Tyr Gly lie Trp Gly 
225 230 235 240 

Thr Leu Leu Gly Arg Tyr Glu Thr Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu 
245 250 255 

Leu Val Pro Val Val Gly Leu Ala Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu 
260 265 270 

Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe Leu Gly Ala Val Leu lie Met Thr Gly 
275 280 285 

Leu Tyr He Asn val Phe Gly Leu Arg Trp Arg Lye Ala Val Lys Val 
290 295 300 

Gly ser 
305 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID BO: 3: 

( 1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 299 Aminosauren 
<B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Ui) ART DBS MOLSKtiLS: Protein 
(iii) HYPOTHETISCH: NBIN 
(iv) ANT I SENSE : NBIN 

(vi) URSPRX3NLICHB HBRKDNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID MO: 3: 

Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala Leu Leu Val Val Val Val Trp 
15 10 15 

Gly Leu Asn Phe Val Val lie Lys Val Gly Leu His Asn Met Pro Arg 
20 25 30 

Leu Net Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val Ala Phe Pro Ala He 
35 40 45 

Phe Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr 
50 55 SO 

Gly Leu Thr He Ser Phe Ala Gin Phe Ala Phe Leu Phe Cys Ala He 
65 70 75 80 

Asn Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala Ser Leu Val Leu Gin Ala Gin 
85 90 95 

Ala Phe Phe Thr He Met Leu Gly Ala Phe Thr Phe Gly Glu Arg Leu 
100 105 110 

His Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala Leu Ala He Phe Gly Val Leu 
115 120 125 

Val Leu He Glu Asp Ser Leu Asn Gly Gin His Val Ala Met Leu Gly 
130 135 140 

Phe Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe Ser Trp Ala Cys Gly Asn He 
145 150 155 160 

Phe Asn Lys Lys He Met Ser His Ser Thr Arg Pro Ala Val Met Ser 
165 170 175 

Leu Val He Trp Ser Ala Leu He Pro He He Pro Phe Phe Val Ala 
180 18S 190 
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Ser Leu lie Leu Asp Gly Ser Ala Thr Met lie His Ser Leu Val Thr 
195 200 205 

lie Asp Met Thr Thr lie Leu Ser Leu Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala 
210 215 220 

Thr He Val Gly Tyr Gly lie Trp Qly Thr Leu Leu Gly Arg Tyr Glu 
225 230 235 240 

Thr Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu Leu Val Pro Val Val Gly Leu 
245 250 255 

Ala Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe 
260 265 270 

Leu Gly Ala Val Leu He Met Thr Gly Leu Tyr He Asn Val Phe Gly 
275 280 285 

Leu Arg Trp Arg Lys Ala Val Lys Val Gly Ser 
290 295 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 4: 

(i) S BQUENZ KKNNZE I CHEN : 

(A> L&NGE: 266 Aminos Auren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOlS; Protein 
(iii) HYPOTKETISCH: NKIN 
(lv> ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERK0NFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM; K12 
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10 



is 



20 



(xi) SEQUENZBESCHREIBONG : SBQ ID NO: 4: 

Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val Ala Phe Pro Ala lie Phe 
15 10 15 

Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr Gly 
20 25 30 

Leu Thr lie Ser Phe Ala Gin Phe Ala Phe Leu Phe Cys Ala lie Asn 
35 40 45 

Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala Ser Leu Val Leu Gin Ala Gin Ala 
SO 55 SO 

Phe Phe Thr He Met Leu Gly Ala Phe Thr Phe <51y Glu Arg Leu His 
65 70 75 80 

25 

Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala Leu Ala He Phe Gly Val Leu Val 
85 90 95 

30 Leu lie Glu Asp Ser Leu Asn Gly Gin His Val Ala Met Leu Gly Phe 

100 105 110 

Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe Ser Trp Ala Cys Gly Asn ile Phe 
35 115 120 125 

Asn Lys Lys He Met Ser His Ser Thr Arg Pro Ala Val Met Ser Leu 
130 135 140 



40 



45 



60 



SB 



Val Xle Trp Ser Ala Leu Ile Pro Ile Ile Pro Phe Phe Val Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Ile Leu Asp Gly Ser Ala Thr Met lie His Ser Leu Val Thr lie 
165 170 175 

Asp Met Thr Thr He Leu Ser Leu Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala Thr 
180 185 190 
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II Val Gly Tyr Gly lie Trp Gly Thr Leu Leu Qly Arg Tyr Glu Thr 
195 200 205 

5 

Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu Leu Val Pro Val Val Gly Leu Ala 
210 215 220 

10 Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe Leu 

225 230 235 240 

Gly Ala Val Leu He Met Thr Gly Leu Tyr He Asn Val Phe Gly Leu 
15 245 250 255 

Arg Trp Arg Lys Ala Val Lys Val Gly Ser 
260 265 



20 



30 



40 



45 



50 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGS: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Binzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS M0LEK&LS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /deec - "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TGGACCAGAG CTCTGGCTGG CGCATCGCTT CGGCGTTG 38 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
(i) 



55 
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(A3 LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DBS MOLBKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) B ESCHRE IBUNG : /desc » "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANT I SENSE: NEIN 



(XX) SEQUENZBESCHRB IBUNG : SEQ ID NO: 6: 
CTCGATGCAT TACGTAGGGG TATCCGGGAG CGGTATTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Binzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLBKOlS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BBS CHREI BUNG : /desc - "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 
TTTGGCGCGC CGATCAGCGG CGGCGCAACC ATCAG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE : 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAKGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOliS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) beschreibung : /desc « "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
GCCTTAATTA AGATCGACAC TCAGGCTGTA CTGGCGAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKQlS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(Xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 
GGAATTCATT AATCCGGCGA CTAACGAATC AACTG 
(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 10: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IiANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nuclcotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLEK&LS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BBSCHRBIBUNG: /desc - "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10: 
GCCTTAATTA ACGCTATGTA GTTTOTTCTG GCCCCG 
(2) ANGABEN ZXJ SEQ ID NO: 11: 

{ i ) SEQUENZ KENNZEI CHEN : 

(A) LANGB: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS molekOls : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANT I SENSE : HE IN 



10 



20 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SBQ ID NO: 11: 
6TCGAC6C6T GAGGCGAGTC AGTCGCGTAA TGC 33 
M (2) ANGABBN ZU SBQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGB: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelsfcrang 

(D) TOPOIiOGIE : linear 

(ii) ART DBS molekOls : Sons tig e Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NBIN 

(iv) ANTISENSB: NEIN 

35 



30 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SBQ ID NO: 12: 
OACCTTAATT AAGATCTCAT ATGTTCCACC AGCTATTTGT TAG 43 



1 . Mikroorgarrismenstamm, der zur fermentativen Hersteltung von L-Cystein, L-Cystin, N- Acetyl-Sarin und/oder Thia- 
zolidlnderivalen geeignet ist dadurch gekennzeichnet daB er mindestens em Gen kodierend for ein Protein, wel- 
ches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika Oder anderen fur den Mikroorganismus toxiscnen Stoffen aus der 
ZeHe geeignet ist. Oberexprimiert 

55 

2. Mikroorganismenstamm gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichent, daB ats Gen kodierend for ein Protein, wel- 
ches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika Oder anderen fQr den Mikioorganisrnus toxiscnen Stoffen aus der 
Zeile geeignet ist, mindestens ein G n ausgewahrt aus der Gruppe mar-Locus, emr-Locus, acr-Locus. cmr-Locus, 
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mex-Gene, bmr-Gen, qacA-Gen, Oberexprimiert wind. 

3. Mikroorganismenstamm gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichent, daB als Gen kodierend for ein Protein, wel- 
ches cfirekt zur Ausschleusung von Antibkrtika Oder anderen for den Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der 

5 Zelle geeignet ist ein Gen kodierend fOr ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLW WWGLNFWI 
KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID NO: 1) Oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie grOBer 50 % zu 
SEQ.ID.NO: 1 Oberexprimiert wild. 

4. Gen kodierend fQr ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL 
10 MLAGLRFMLV (SEQ. ID NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomotogie grOBer 50 % zu SEQ. ID.NO: 1 . 

5. Gen kodierend fOr ein Protein umfassend die Sequenz 



1 MKFRGGRMSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 



51 AFPAI FFVAR PKVPLNLLLG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 

20 

101 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 



151 GFMLTLAAAF SWACGNIFNK KIMSHSTRPA VMSLVTWSAL IPIIPFFVAS 

25 



201 LILDGSATMI HSLVTTDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 



251 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVLIMTGLY INVFGLRWRK 



301 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 2) 

35 

Oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie grOBer 50 % zu SEQ. ID. NO: 2. 

6. Proteine umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID 
40 NO: 1) Oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie grOBer 50 % zu SEQ. ID. NO: 1 . 

7. PlasmkJ enthaltend mindestens ein Gen gemaB Anspruch 4 oder 5. 

8. Verfahren zur Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyi-Serin oder Thiazolidinderivaten hiervon dadurch 
45 gekemzetchnet, daB ein MikroorganismenstefTtm gemaB Anspruch 1,2 oder 3 in an sich bekarmter Art und Wetse 

in der Fermentation eingesetzt wird. 

9. Verwendung von Eff lux-Genen zur verstarkten Expression von Aminosauren oder intrazellular gebddeten Amino- 
sauredenvaten in der Fermentation. 

50 

10. Verfahren zur Herstellung von L-Cystein welche dadurch gekennzeichent sind. daB sich von einem Mikroorganis- 
mus intrazellular gebildetes L-Cystein mit in dem Mikroorganismus intrazellular vorhandenen Keton oder AUehyd 
in diesem Mikoorganismus intrazellular zu ThiazolkJinderivat umsetzt, dieses Thiazolidinderivat mitt els eines Pro- 
teins welches direkt zur Ausschleusung von Anttoiotika oder anderen fQr den Mikroorganismus toxischen Stoffen 

ss aus der Zelle geeignet ist. aus dem Mikroorganismus ausgeschleust wird und ggf. nach Abtrennen des ThiazoUdin- 
derivates durch Gleichgewichtsverschiebung des Reaktionsgleichgewichts zwischen L-Cystein und Thiazolidinde- 
rivat in Richtung von L-Cystein L-Cystein gewonnen wird. 
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Pad ^2) 
,Af/i/I(16) 
-/Vs/I(26) 



cysEIV bzw. cysEX 



PACYC184/ 
cysEIV bzw. cysEX 

4372 bp 



JCr 



oil 



-Sac I (11 60) 
*Nco I (1165) 
W I (1171) 
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Sac I (4184) 
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Not 1(1) 



Pac 1(12) 



flu I (443) 
.ORF306 



PACYC184/ 

cysEIV-6APDH-ORF306 
bzw. 

cysEX-GAPDH-ORF306 



|GAPDH-Promotor 
~Mtul(\W) 

s Nsi l (1W) 
r cysEIVbzw.cysEX 



oil 



•Sac I (2325) 
^co I (2330) 
Won (2336) 
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Europiiiaches 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



EP 98 10 9269 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 




Kategorie 


Kennzefchnung des Dokuments mit Angabe, soweit erf orderlich, 
der maflgebltehen Tette 


Betrifft 
Anspruch 


(CLASSIFICATION DER 
ANMELDUNG flntCU6) 


X 


NILSEN I ET AL: Isolation of cmr, a 
novel Escherichia coll chloramphenicol 
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